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® Fluoreszenz-MeSvomchtung zum Bestimmen der lonenkonzentration eines Untersuchungsobjekts, das mit 
einem Ruoreszenzfarbstoff eingefarbt ist, dessen Anregungsmaximum sich in Abhangigkeit von der zu 
bestimmenden lonenkonzentration andert 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft eine Fluoreszenz-MeBvorrich- 
tung zum Bestimmen der Ionenkonzentration eines Un- 
tersuchungsobjekts, das mit einem Fluoreszenzfarbstoff 5 
eingefarbt ist, dessen Anregungsmaximum sich in Ab- 
hingigkeit von der zu bestimmenden Ionenkonzentra- 
tion findert, gemSB dem Patentanspruch I. 

Bei einer bekannten, fQr spektralphotometrische 
Analysen bestimmten MeBvorrichtung 10 

(DE 30 05 352 Al) werden Lichtstrahlen von zwei oder 
mehr Lichtquellen strahleneintrittsseitig auf eine strah- 
lungsundurchlassige Abdeckmaske gerichtet Die Ab- 
deckmaske erstreckt rich entlang dem sogenannten 
Rowland-Kreis des Beugungsgitters. Sie weist eine 15 
Mehrzahl von Spalten auf, welche geometrisch so ange- 
ordnet sind, daB sich bei Beleuchtung von jeweils nur 
einem Spalt der Abdeckmaske am Austrittsspalt ein mo- 
nochromatisches MeBstrahlenbQndel einer vorbe- 
stimmten Welleniange ergibt, die ihrerseits davon ab- 20 
hangt, welcher Spalt der Abdeckmaske jeweils beleuch- 
tet ist Vor oder hinter der Abdeckmaske ist eine Aus- 
wahlmaske angeordnet, die einen durch ihre Relativbe- 
wegung zur Abdeckmaske wiederholt nacheinander in 
Fluchtung mit den einzelnen Spalten der Abdeckmaske 25 
bewegbaren Spalt und ein die jeweils Qbrigen Spalte der 
Abdeckmaske durch Oberdecken schlieBenden strab- 
iungsundurchiassigen Bereich besitzt Gepulste Be- 
leuchtungseinheiten werden bei der bekannten MeB- 
vorrichtung durch den Einsatz von getakteten Licht- 30 
quellen, beispielsweise Hohlkathodenlampen, realisiert 
Dabei ist im Falle der bekannten MeBvorrichtung der 
minimale Abstand zwischen zwei benachbarten Licht- 
quellen, welcher die Welleniangenaufldsung des Sy- 
stems, bestimmt, durch die GrdBe der Lichtquellen 35 
selbst vorgegeben. Dieser Abstand ist relativ groB, was 
zur Enrielung der bendtigten WellenlangenauflSsung 
die Verwendung eines Gitters mit langer Brennweite 
notwendig macht Der damit erzielbare geringe Licht- 
durchsatz reicht z. B. fflr eine rauscharme Kalziumbe- 40 
stimmung durch Fluoreszenzmessung bei weitem nicht 
aus. 

ZellullLre Eigenschaften und inter- sowie intrazellula- 
re Vorgange kdnnen in zunehmendem MaBe mit Hilfe 
optischer Methoden charakterisiert werden. Vor allera 45 
in der Biomedizin, u. a. beim Studium von komplexen 
Nervenr und Gehirnstrukturen, gewinnen optische Me- 
thoden an Bedeutung. Angesichts der emotiona gefuhr- 
ten Debatte Qber Sinn und Notwendigkeit von Herver- 
suchen gilt dies besonders fQr Methoden zur Charakte- 50 
risierung intakter Zellkulturen, welche in zunehmendem 
MaBe Tierversuche ersetzen werden. Es stehen speziel- 
le Fluoreszenzindikatoren zur Verfugung, mit denen 
sich die lebende Zelle anfSrben und die raumliche Ver- 
teilung von fQr den Zellmetabolismus wichtigen Ionen 55 
(Magnesium, Kalium und Chlorid, vor allem aber Kalzi- 
um), registrieren laBt Diese die Zellfunktion nicht be- 
eintrSchtigenden Farbstoffe, &ndern ihr Fluoreszenz- 
verhalten in AbhSngigkeit von den intrazelluISren Io- 
nenkonzentrationen. Ein optisches MeBverfahren, das 60 
bereits besonders intensive Anwendung erfahren hat, ist 
die Fluoreszenbestimmung von intrazelluiarem Kabd- 

UJTL 

Um aus aus einer einzigen Fluoreszenzmessung abso- 
lute Konzentrationen bestimmen zu kOnnen, mQBte es 
man die genaue Konzentration des Farbstoffes in der 
Zelle und die Zelldicke kennen. Beides laBt sich nur mit 
groBen experimentellem Aufwand bestimmen. Einen 



Ausweg bietet eine Verhaltnismessung, bei welcher die 
Fluoreszenz bei zwei verschiedenen Anregungswellen- 
langen ermittelt wird. Der Quotient der MeBwerte ist 
von Zelldicke und Indikatorkonzentration unabhangig 
und ein direktes MaB fur die Ionenkonzentration. 

Zum Bestimmen der Ionenkonzentration muB dem- 
entsprechend die Fluoreszenz eines Indikatorfarbstoffs 
bei zwei verschiedenen WellenlSngen angeregt und das 
Verhaknis der resultierenden Fluoreszenzintensitaten 
ermittelt werden. Bei den fQr diesen Zweck bisher ver- 
wendeten GerSten wird die Probe nacheinander mit den 
beiden verschiedenen Welleniangen beleuchtet, und die 
Fluoreszenz wird mit Photomultipliern bestimmt (pho- 
tometrische Spotmessung). Alternativ werden in der 
Bildebene eines Mikroskops mit einer CCD-Kamera 
nacheinander zwei bei verschiedenen Anregungswel- 
lenlangen erzeugte Fluoreszenzbilder aufgenommen. 
Ein Wechsel zwischen den Anregungswelleniangen 
wird dabei entweder 

0) durch ein rotierendes Filterrad oder 
(ii) durch zwei Filter bzw. Monochromatoren mit 
nachgeschaltetem Chopperrad (DE 36 04 815 C2) 

erfaalten. Der Hauptnachteil dieser bekannten Anord- 
nungen liegt in ihrer begrenzten Zeitaufldsung und der 
erhdhten Storanfailigkeit von Geraten, die auf mecha- 
nisch bewegte, Teile zurQckgreifen, sowie bei (i) der 
mangelnden Flexibilitat und bei (ii) dem groBen Auf- 
wand Hinzu kommt, daB die fur photometrische Mes- 
sungen eingesetzten Photomultiplier teuer und anfailig 
sind sowie im interessierenden Spektralbereich eine ge- 
ringe Quantenausbeute besitzen. Photodioden, die frei 
von diesen Nachteilen sind, kdnnen wegen ihres hohen 
Dunkelrauschens nicht eingesetzt werdea 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Fluo- 
reszenz-MeBvorrichtung zum Bestimmen von Ionen- 
konzentrationen, beispielsweise in Zellen, biologischen 
Schnitten oder einer KQvette, zu schaffen, die eine hohe 
Zeitaufldsung erlaubt, die sich mit verhaltnismaBig ge- 
ringem Aufwand realisieren laBt und bei der sich die 
Anregungswellenlangen auf einfache Weise in einem 
weiten Bereich verandera lassen. 

Ausgehend von der MeBvorrichtung nach der DE 
30 05 352 Al wird diese Aufgabe erfindungsgeihaB 
durch die Merkmale des Patentanspruchs 1 geldst 

Bei der Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach der Erfin- 
dung werden in der aus der DE 30 05 352 Al bekannten 
Weise mit Hilfe eines Beugungsgitters die beiden ver- 
schiedenfarbigen MeBstrahlen in einem Strahl vereinigt 
Dabei lassen sich aber voriiegend die AustrittsSffnun- 
gen der Lichtleiter in der Eintrittsspaltebene des Beu- 
gungsgitters praktisch beliebig nahe aneinanderbringen, 
so daB ein Gitter mit vergleichsweise geringerer Linear- 
dispersion verwendet und die Effizienz des Beugungs- 
gitters voll ausgenutzt werden kann. Die erfindungsge- 
mafle MeBvorrichtung erlaubt ferner eine fast beliebig 
genaue und sehr bequeme Welleniangenselekdon durch 
einfache Linearverschiebung der Austritts5ffnungen 
der lichtleiter in der Eintrittsspaltebene des Beugungs- 
gitters. Mit wenigen Handgriffen kann die Welleniange 
uber einen weiten Spektralbereich variiert und damit 
den unterschiedlichsten MeBanforderungen (Farbstof- 
fen) angepaBt werden. Da ein Beugungsgitter mit einer 
Eintrittsspaltebene (d h. ein sogenanntes "Flat 
FielcT-Gitter) vorgesehen ist, erfolgt die Verschiebung 
zur Wellenlangenselektion linear und nicht auf einem 
Kreisbogen. 
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Der Einsatz von Lichtleitern in^Hphen MeBgera- 
ten ist zwar bekannt (Rev. ScL InstHBL 59, April 1988, 
Seiten 588 bis 590 und DE 34 36 752 Al). Bei den be- 
kannten MeBvorrichtungen sind jedoch die Ein- und 
Austrittsseiten der Lichtieiter mit Bezug auf die zugehd- 
rigen Vorrichtungsteile fest angeordnet 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung liegt in der 
Austrittsspaltebene des Beugungsgitters die Eintritts- 
dffnung eines Lichtleiters, an dessen Austrittsseite das 
abbildende System angekoppelt ist 

Bei der Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach der Erfin- 
dung kdnnen zweckmaBig beide Beleuchtungseinheiten 
gepulst sein, wobei die beiden gepulsten Beleuchtungs- 
einheiten vorzugsweise mit Blitzlampen versehen sind. 
Durch den Einsatz von Blitzlampen, deren gesamte 
Lichtenergie innerhalb kQrzester Zeit (z. B. 1 jis) freige- 
setzt wird, kann das Dunkelrauschen weitgehend elimi- 
niert werden, da in dem kurzen Zeitfenster, wahrend 
dessen die Detektoreinheit off en gehalten werden muB, 
nur wenige Rauschelektronen akkumuiieren kdnnen. 
Da zudem die Anzahl der Blitze pro Wellenlange varia- 
bei gestaltet werden kann, lassen sich Unterschiede in 
der Fluoreszenz-Effizienz bequem aus gleicben, wo- 
durch sichergestellt werden kann, daB die fQr die Quo- 
tientenbildung genutzten MeBwerte in etwa gleich groB 
sind, was fQr das Signal/Rausch- Verhaltnis des Quotien- 
ten von besonderem Vorteil ist 

Entsprechend einer abgewandelten Ausf uhrungsform 
der Erfindung kdnnen die beiden gepulsten Beleuch- 
tungseinheiten aber auch jeweils eine kontinuierliche 
Lichtquelle und einen im Strahlengang zwischen dieser 
Lichtquelle und dem Beugungsgitter angeordneten an- 
steuerbaren VerschluB aufweisen- GemaB einer weiter 
abgewandelten AusfQhrungsform kdnnen die beiden ge- 
pulsten Beleuchtungseinheiten mit einer gemeinsamen 
konrinuierlichen Lichtquelle und zwei im Strahlengang 
zwischen dieser Lichtquelle und dem Beugungsgitter 
angeordneten, getrennt ansteuerbaren Verschlussen 
ausgestattet sein. Dieser VerschluB bzw. diese Ver- 
schlusse kdnnen vorteilhaft elektronisch ausgebildet 
sein. Derartige Verschlusse machen eine Belichtungs- 
zeitsteuerung wie bei einer Kamera und somit eine fle- 
xible Anpassimg an variierende MeBgegebenheiten 
mdglich. Dem gegenuber drehen sich ein Filterrad bzw. 
ein Chopper fQr beide Welienlangen immer mit kon- 
stanter Geschwindigkeit; sie gestatten damit keine der- 
artige Anpassung. 

In vorteilhafter weiterer Ausgestaltung der Erfindung 
ist eine elektrische, vorzugsweise rechnergesteuerte 
Ausiasevorrichtung zum Triggern der beiden Blitzlam- 
pen bzw. der beiden Verschlusse mit vorgegebenem 
zeitlichem Abstand vorgesehen. 

Bei der Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach der Erfin- 
dung kann ohne groBen Aufwand sichergestellt werden, 
daB das durch die gepulste Lichtquelle oder gepulsten 
Lichtquellen angeregte Fluoreszenzlicht innerhalb eines 
so kurzen Zeitfensters anfallt, daB bei einer vorgegebe- 
nen Photonenzahl eine auBerordentlich hohe Fluores- 
zenzintensitat auftritt Dabei ist zu berQcksichtigen, daB 
die wahrend eines MeBvorgangs applizierbare Photo- 
nenzahl begrenzt ist, weil anderafalls die Indikatorfarb- 
. stoffe ausbleichen. In MeBsituationen, wo das Signal- 
Rauschverhaltnis durch Dunkelrauschen limitiert ist, 
fQhren die erfindungsgemaB realisierbaren kurzen Zeit- 
fenster zu einer deutlichen Steigerung des Signal/ 
Rauscbverhaltnisses. Dies erlaubt in der Detektorein- 
heit den Einsatz von preiswerten und robusten Halblei- 
terdetektoren (Photodioden) an Stelle von teuren und 
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empfindlichen Sekundarelekl^pinvervielfachern. Sol- 
che Photodioden haben eine deutlich bessere Quanten- 
ausbeute, die ebenfalls dem Signal/Rauschverhaltnis zu- 
gutekommt 

Weil vorliegend die Fluoreszenzwerte bei den ver- 
schiedenen Anregungswellenlangen so kurz hinterein- 
ander ermittelt werden kdnnen, kann aber einer quasi- 
gleichzeitigen Messung gesprochen werden. Beispiels- 
weise entspricht der Zeitabstand zwischen einem Dop- 
pelblitz und damit die eigentliche Zeitaufldsung der ma- 
ximalen Blitzfrequenz der einzelnen Lichtblitze, bei- 
spielsweise Stroboskopblitze. Diese maximal e Blitzfre-- 
quenz kann beispielsweise ohne weiteres einen Wert 
von etwa 1 kHz haben. 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung wird im fol- 
genden unter Bezugnahme auf die Zeichnung beschrie- 
ben. 

Die schematisch dargestellte Fluoreszenz-MeBvor- 
richtung weist zwei Beleuchtungseinheiten mit gepuls- 
ten Lichtquellen 1 und 2, beispielsweise in Form von 
Stroboskop-Blitzlampen, auf, deren Licht Qber ein 
zweckentsprechendes, nicht veranschaulichtes abbild- 
endes System (Optik) in jeweils einen Lichdeiter 3 bzw. 
4 eingekoppelt wird. Die Austrittsenden der beiden 
Lichtieiter 3 und 4 befinden sich in der Eintrittsspaltebe- 
ne 5 eines Beugungsgitters 6. Im gezeigten Ausfuh- 
rungsbeispiel handelt es sich bei dem Beugungsgitter 6 
urn ein konkaves Gitter, das ohne Zuhilfenahme weite- 
rer optischer Elemente die in der Eintrittsspaltebene 5 
Iiegenden Austrittsdffnungen der Lichtieiter 3 und 4 in 
der einer Austrittsspaltebene 7 des Beugungsgitters be- 
findlichen Eintrittsdffnung eines weiteren Lichtleiters 8 
abbiidet Je nach dem, welche der beiden Lichtquellen 1 
oder 2 gerade blitzt resultiert in dem weiteren Lichtiei- 
ter 8 ein Lichtblitz imterschiedlicher Farbe. Die genaue 
Wellenlange der Lichtblitze in dem weiteren Lichtieiter 
8 laBt sich durch Verschieben der Austrittsdffnungen 
der Lichtieiter 3 und 4 in der Eintrittsspaltebene 5 nach 
Wunsch unabhangig voneinander einstellen und somit 
unterschiedlichen MeBanforderungen, insbesondere un- 
terschiedlichen Indikatorf arbstoffen, anpassen. 

Die beschriebene Anordnung ermdglicht die Realisie- 
rung eines bichromatischen Intensitatszeitprofils, bei- 
spielsweise in Form einer bichromatischen Blitzfolge 
mit hoher Folgefrequenz und ohne die Notwendigkeit 
bewegter Teile. Im Normalfall wird man einen bichro- 
matischen Doppelblitz wihlen, wobei der zeitliche Ab- 
stand der beiden Blitze nur durch die Dauer der einzel- 
nen Blitze (in der Regel wenige Millisekunden) und 
durch die Zeitaufldsung oder Detektor-Verstarkerkom- 
bination limitiert ist, die in einer nachgeschalteten De- 
tektoreinheit zur Messung des angeregten Fluoreszenz- 
lichtes vorgesehen ist 

Es ist beispielsweise aber auch mdglich, eine kontinu- 
ierliche Lichtquelle der Wellenlange X\ mit einer gepuls- 
ten Lichtquelle der Wellenlange X\ Qber das Beugungs- 
gitter 6 zu kombinieren und die Fluoreszenzintensitat 
bei Anregung mit der Wellenlange Y2 durch Differenz- 
bUdung zu ermittelxL Die gepulste Lichtquelle kann da- 
bei entweder mit einem zusatzlichen Stroboskopblitz 
oder mit der bereits vorhandenen kontinuierlichen 
Lichtquelle sowie einem zusatzlichen, vorzugsweise 
elektronischen, VerschluB und einem Lichdeiter reali- 
siert werden. 

Die weiteren Bestandteile der MeBvorrichtung kdn- 
nen in kbnventioneller Weise ausgelegt sein und seien 
daher vorliegend nur der Vollstandigkeit halber kurz 
beschrieben. 
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Das aus dem weiteren LichBter 8 austretende bi- 
chromatische Licht wird mittels eines abbildenden Sy- 
stems, zu dem beispielsweise eine Linse 15 gehSrt, in 
den Auflichtstrahlengang eines Mikroskops 9 eingekop- 
pelt und mit einem dichrohischen Spiegel 10 in den Mi- 5 
kroskoptubus eingespiegelt Dieser dichroitische Spie- 
gel 10 reflektiert die beiden Anregungswellenlangen, 
weiche danach von einem Objektiv 11 in einer Objekt- 
ebene 12 fokussiert werden. Dort regen sie Indikator- 
molekQle zur Fluoreszenz an. Teile des abgestrahlten 10 
Fluoreszenzlichtes werden von dem Objektiv 11 wieder 
aufgefangen und passieren den dichroitischen Spiegel 
10, der so ausgelegt ist, daB die beiden Anregungswel- 
lenlangen reflektiert, das von der Probe ausgesandte 
Fluoreszenzlicht dagegen transmittiert wird. Abge- 15 
strahltes Fluoreszenzlicht wird danach von einer Pro- 
jektionslinse 13 in einer Beobachtungsebene 14 fokus- 
siert, wobei ein vergrdBertes Bild des Objekts in der 
Objektebene 12 erhalten wird. FQr Spotmessungen ist in 
der Beobachtungsebene 14 ein einzelner Detektor, z. B. 20 
ein Halbleiterdetektor, fur zweidimensionale Messun- 
gen beispielsweise eine CCD-Kamera angebracht 

PatentansprQche 

25 

1. Fluoreszenz-MeBvorrichtung zum Bestimmen 
der Ionenkonzentration eines Untersuchungsob- 
jekts, das mit einem Fluoreszenzfarbstoff einge- 
farbt ist, dessen Anregungsmaximum sich in Ab- 
hSngigkeit von der zu bestimmenden Ionenkonzen- 30 
tration Sndert, mit 

— zwei, jeweils eine Lichtquelle (1, 2) aufwei- 
senden Beleuchtungseinheiten, von denen min- 
destens eine gepulst ist, 

— einem Beugungsgitter (6), das von den zwei 35 
Beleuchtungseinheiten so in seiner Eintrittss- 
paltebene (5) beleuchtet wird, daB in seiner 
Austrittsspaltebene (7) die beiden von den Be- 
leuchtungseinheiten ausgehenden Strahlen- 
gSnge vereinigt werden und dort in einem 40 
Strahlengang unter Bildung eines bichromati- 
schen Intensitfitszeitprofils unterschiedlicher 
Wellenlangen austreten, 

— einem abbildenden System (Linsen 11, 15) 
zur Lenkung des Strahlengangs mit dem bi- 45 
chromatischen Intensitatszeitproffl auf das 
Untersuchungsobjekt, 

— einer Detektoreinheit zur Umwandlung des 
vom Untersuchungsobjekt abgegebenen Fluo- 
reszenzlichts in ein MeBsignal, wobei 50 

— die zwei Beleuchtungseinheiten jeweils ei- 
nen Lichdeiter (3, 4) aufweisen, dessen Ein- 
tritts6ffnung Qber ein abbildendes System mit 
Licht von der ihm zugeordneten Lichtquelle (1, 

2) beaufschlagt wird und dessen Austrittsdff- 55 
nung in der Eintrittsspaltebene (5) des Beu- 
gungsgitters (6) liegt, und daB 

— die Austrittsdffnungen der Lichdeiter (3, 4) 
zur Einstellung der Wellenlangen des auf das 
Untersuchungsobjekt auftreffenden Lichts mit go 
dem bichromatischen Intensitatszeitproffl re- 
ladv zueinahder und zu dem Beugungsgitter 
(6) verschiebbar sind 

2. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB in der Austrittsspalt- 65 
ebene (7) des Beugungsgitters (6) die Eintrittsdff- 
nung eines weiteren Lichtleiters (8) liegt, an dessen 
Austrittsseite das abbildende System (15, 10, 11) 
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angekoppeltist 

3. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die zwei Be- 
leuchtungseinheiten gepulst sind. 

4. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die zwei gepulsten 
Beleuchtungseinheiten zwei Blitzlampen als Licht- 
quellen (1,2) aufweisen. 

5. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 3, 
dAdurch gekennzeichnet, daB die zwei gepulsten 
Beleuchtungseinheiten jeweils eine kontinuierliche 
Lichtquelle (1, 2) und einen im Strahlengang zwi- 
schen dieser Lichtquelle und dem Beugungsgitter 
(6) angeordneten ansteuerbaren VerschluB aufwei- 
sen. 

6. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die zwei gepulsten 
Beleuchtungseinheiten eine gemeinsame kontinu- 
ierliche Lichtquelle und zwei im Strahlengang zwi- 
schen dieser Lichtquelle und dem Beugungsgitter 
(6) angeordnete, getrennt ansteuerbare VerschlQs- 
se aufweisen. 

7. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine elektrische, vor- 
zugsweise rechnergesteuerte, Ausldsevorrichtung 
zum Triggern der zwei Blitzlampen (1, 2) mit vorge- 
gebenem zeitlichem Abstand vorgesehen ist 

8. Fluoreszenz-MeBvorrichtung nach Anspruch 5 
oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB eine elektri- 
sche, vorzugsweise rechnergesteuerte, Ausldsevor- 
richtung zum Triggern des einen oder der zwei 
VerschlOsse mit vorgegebenem zeitlichem Abstand 
vorgesehen. 
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